POROWNANIE WZROSTU KOMOREK MACIERZYSTYCH MIESZKOW
WELOSOWYCH | SZPIKU KOSTNEGO DO WZROSTU KOMOREK
UROTELIALNYCH | FIBROBLASTOW NA MATRYCY Z KOLAGENU  TYPU I

Tomasz Drews? Romana JoachimidkAnna Kaznicd Joanna Wniewska-Skopiska,
Alina Sionkowsk3, Jan Sif, Victoria Sarafian, Joanna tysik-Mikurka*®

1. Zaktad Irzynierii Tkankowej, Katedra Biologii Medycznej,
Uniwersytet im. M. Kopernika, Bydgoszcz, Polska
% Katedra i Klinika Urologii Ogélnej, Onkologicznefpiziecicej,
Uniwersytet im. M. Kopernika, Bydgoszcz, Polska
% Katedra i Zaktad Chemii Ogélnej, Uniwersytet im. Kbpernika, Tord, Polska
4 Zaktad Patologii, Centrum Onkologii, Bydgoszcz, $kal
*Katedra i Zaktad Biologii Medycznej, UniwersyteoRtliv, Plovdiv, Bulgaria
® Katedra i Klinika Onkologii i Brachyterapii, Uniwgytet im. M. Kopernika,
Bydgoszcz,
Polska

Streszczenie

Zbudowaniesciany gcherza moczowego z elementéw pochmgzh z poza uktadu
moczowego jest wyzwaniem urologii rekonstrukcyjn€elem badania bylo poréwnanie
wzrostu fibroblastow 3T3, komorek urotelialnych, nka@rek macierzystych mieszkow
wilosowych i mezenchymalnych komérek macierzystyepika kostnego na podia z
kolagenu typu | szczura.

Materiat i metody. Do dawiadczeéd uzyto szczurow rasy Wistar. Wyizolowano
komorki nabtonka gcherza moczowego i komorki macierzyste mieszkowsadgych i
komorki macierzyste mezenchymalne szpiku kostnégumorki te jak i fibroblasty 3T3
hodowano na podim DMEM (Sigma), wzbogaconym 10% (20% w przypadkesnkow)
surowia wotowa ptodows. Komorki nabtonkowe hodowano w obeénib EGF. Komorki
barwiono przy pomocy przeciwciat anty-cytokeratyryatv (Clone MMF i anty-CK7), anty-

CD34 i anty-p63 (Dako, Denmark). Pogdoz kolagenu przygotowano z szczurzych ogonow.



Kolagenem pokryto 6-dotkowe ptytki do wzrostu komiérNa jeden dotek ptytki wysiewano
25x10 komorek i hodowano przez tydaieKomérki w grupach kontrolnych hodowano na
podiazu z polistyrenu. Po tygodnigywotnas¢ komorek oceniano testem MTT (Sigma).
Eksperymenty dla kalego typu komorek powtarzano 3-krotnRrednie poréwnano przy

pomocy testu t-Studenta. Wykonano dokumentatpgraficzm,.

Wyniki. Po 7 dniach hodowli zaobserwowano 106,5 + 23,43xi B20,7 £ 60,7 x 10
fibroblastéw 3T3, rosatych na podiou odpowiednio z polistyrenu i kolagenu (p<0,05).
Komorki urotelialne barwity si przeciwcialem przeciwko cytokeratynom (MMF i CK-7)
Wykazano odpowiednio 40,0 + 4,2 x1i04,5 + 1,8 x 18rosmcych na podtau z polistyrenu
I kolagenu (p<0,01). Po 7 dniach hodowli zaobseramavl118,5 £ 19,7 X fO 114,1 + 33,2 x

10° macierzystych komoérek mesenchymalnych szpiku leagin rosacych na podtgu
odpowiednio z polistyrenu i kolagenu (NS). Komorkacierzyste mieszkow wiosowych
wykazywaly ekspregj markeréw nabtonkowych oraz CD34 i p63 nawet po péBau.
Wykazano odpowiednio 292,5 + 33,3 x310167,4 + 24,9 x 1D komérek mieszkéw
wilosowych, rosracych na podiou z polistyrenu i kolagenu po 7 dniach hodowli (©5).

Podtaze z kolagenu hamowato proliferadjomérek mieszkéw wtosowych i urotelialnych.

Whioski. Komorki mieszkow wtosowych oraz komorki macierzyspiku kostnego
moga by¢ potencjalnie @yte do konstrukcjiciany gcherza moczowego, ponieswvaodowle
te gwarantuyj odpowiedmn liczbe prawidtowych komérek do zasiedlenia wszczepu. Vjgyda
sig, ze maliwe jest skonstruowanie fragmenggiany p:cherza moczowego z elementow

pochodacych z poza uktadu moczowego.

Stowa kluczowe: rusztowanie kolagenowe, komérki macierzyste miészkvtosowych,
mesenchymalne komorki macierzyste szpiku, koménbdalialne, fibroblasty 3T3, iynieria
tkankowa, regeneracjggherza moczowego




COMPARISON OF GROWTH OF THE FOLLICLE AND MESENCHYMA L STEM
CELLS TO UROTHELIAL CELLS AND FIBROBLASTS ON COLLAG EN
SCAFFOLD

Summary

To develop a tissue-engineered bladder wall repi@oe with elements obtained from
non-urinary tract components is an atractive iddae aim of this study was to compare
growth of hair follicles epithelial stem cells antesenchymal stem cells to urothelial cells
and fibroblasts cells on scaffold prepared fronctagen type .

Materials and methods. Wistar rats were used in experiment. Rat urothalals,
hair follicles epithelial stem cells, mesenchymiains cells and 3T3 cells were cultivated in
DMEM (Sigma) supplemented with 10% (or 20% for hfaillicles cells) of Fetal Bovine
Serum (FBS). Epithelial cell cultures were supletadrwith EGF (10ng/ml; Sigma). Cells
were stained using anty-cytokeratine (Clone MMHR) anty-cytokeratine 7. Anti-CD34 and
anti-p63 staining were done. Collagen scaffold wespared from tendoms of Wistar rat’s
tails. 6-well plates were covered with collagenffatd. 25x10 of cells were seeded on each
well and cultured for a week. Cells in the controkre seeded on polystyrene surface. After a
week cell viability was assessed using MTT tesgif®i). Each experiment was triplicated.
Photo documentation was prepared. The differene@gden means were compared using t-
Student test.

Results. There were 106.5 + 23.4 x 1@nd 310.7 + 60.7 x 10of 3T3 fibroblasts
growing on polystyrene and collagen, respectivpl0(05). The initial cell number was 25.0
x 10"~ Urothelial cells expressed epithelial markers. €hgere 40.0 £ 4.2 x fand 45+ 1.8
x 10° urothelial cells growing on polystyrene and collageespectively after 7 days of culture
(p<0.01).There were 118.5 + 19.7 x3]£(hd 1141 + 33.2 x f(bf mesenchymal stem cells

growing on polystyrene and collagen, respectivaiS), Hair follicles epithelial cells
expressed epithelial markers and were slightlytpasfor CD34 and p63. There were 292.5 £

33.3 X 16 and 167.4 £ 24.9 x f@)f hair follicles epithelial cells growing on potysene and



collagen, respectively (p<0.05). Collagen scafidédreased proliferation of follicle epithelial
and urothelial cells.

Conclusions.Hair follicles epithelial stem cells and mesenchistam cells can be
potentially used in tissue-engineering, with theargmtee of the sufficient cell number for
transplantation. It seems that construction inovitf urinary bladder walls from elements

obtained from non-urinary tract tissues is feasible

Key words: collagen scaffold, hair follicle stem cells, mesd®ymal stem cells, urothelial

cells, 3T3 fibroblasts, tissue engineering, urinaladder regeneration

WSTEP

Metody inzynierii tkankowej stwarzaj mazliwosci konstruowania tkanekn vitro
celem ich péniejszego przeszczepiania. W 1999 roku zbudowandtro model zwierzcy
migsnia wypieracza gcherza moczowegdrodiem komorek zytych do rekonstrukcji w tym
doswiadczeniu byt pcherz moczowy. Kontynuacja tych badeaowocowata rekonstrukcin
vitro autologicznego mgknia wypieracza ¢cherza moczowego u siedmiu pacjentow. To
doswiadczenie jest jedynym nadwiecie eksperymentem, przedstaw@m maliwosé
rekonstrukcjiin vitro migsnia wypieracza gcherza moczowego u cztowieka. Rekonstrukcja ta
zostala przeprowadzona przy pomocy autologicznychbznicowanych komorek
nabtonkowych i mgsniowych, uzyskanych zggherza moczowego [1, 2]. Jednak najceej
niemaliwe jest wycie komorek wilasnych chorego celem rekonstrukcjany mcherza

moczowego [3-6].

Odtworzenie pcherza moczowego przyzyciu elementéw (komorek oraz matrycy-
rusztowania) z poza ukfadu moczowego, jest ogromnymyzwaniem urologii
rekonstrukcyjnej. Ze wzgtlu na tatwy dosp, mieszki wtosowe jak i szpik kostny s
atrakcyjnymzrodiem komorek do regeneraégiany gcherza moczowego [7-10]. Kolagen
typu | jest jednym z gtdwnych sktadnikbw btony ptalgnej jak i macierzy
zewntrzkomaorkowejsciany mcherza moczowego i dlatego ama go uy¢ do hodowli i
przeszczepiania komorek. Przestanki te stwargajencjala mazliwosé konstrukcjiin vitro

sciany gcherza, z elementow pochadych z poza uktadu moczowego [11].



Celem pracy byto poréwnanie wzrostu i proliferdidjroblastow, komérek nabtonka
pecherza moczowego, mezenchymalnych komorek macigctyszpiku kostnego i komaorek

macierzystych mieszkow wtosowych na padia kolagenu typu I.

MATERIAL | METODY

Do bada uzyto komorek pobranych od zwietzaspionych w innych eksperymentach,
gdzie zwierzta te stuyty jako grupy kontrolne.

Hodowla komorek fibroblastow mysich 3TE&ibroblasty 3T3 hodowano w medium
DMEM/Ham’s-F12, 10% FBS, 5 pg/ml amfoterycyny B, 010u/ml, 100 pg/ml
penicyliny/streptomycyny oraz L-glutaminy.

Izolacja i hodowla komérek urothelium (nabtonkaepherza moczowego) szczura.
Pobrany pcherz moczowy szczura rasy Wistar umieszczono w RB&htybiotykami i
trawiono w 0,01% roztworze kolagenazy | przez gédz. w temp. 37°C. Po okresie
trawienia, gcherz rozajto i delikatnie zeskrobano warsiwkomorek nabtonka qeherza
moczowego. Komaorki wirowano przez 10 min. przy 2@¥/min., a nagpnie policzono i
posiano. Hodowd prowadzono w pgywce DMEM/Ham'’s-F12, 10% FBS, 10ng/ml EGF, 5
png/ml amfoterycyny B, 100 u/ml, 100 pg/ml penicylistreptomycyny oraz L-glutaminy.
Komorki urotelialne hodowano bez warstwyzgaiczej fibroblastow.

Izolacja i hodowla mezenchymalnych komoérek macietygh szpiku kostnego
(MSC) szczuraPobrano kéci udowe szczura. Po odciu dystalnych cgci kosci udowych
wyptukano szpik kostny przyzyciu medium (DMEM/Ham’s-F12). Wyptukany szpik kogtn
uzupetniono PBS, a naphie wirowano dwukrotnie 10 min. przy 2000 obr/miKomorki
zawieszono w medium, policzono i posiano. Komorkiddwano w DMEM/Ham’s-F12
zawieragcym 10% FBS, 10ng/ml bFGF, 5 pug/ml amfoterycyny 180 u/ml, 100 pg/ml
penicyliny/streptomycyny oraz L-glutaminy.

Izolacja i hodowla komérek macierzystych mieszkdévosowych szczuraWycieto
fragment skory wraz z mieszkami szczurzyaséw czuciowych i umieszczono je w PBS z
antybiotykami. Wyaito mieszki, starannie usuviaj otaczajce je tkanki i inkubowano w
roztworze dispazy (1mg/ml) w temp. 4°C przez 14zgondTak wypreparowane mieszki
umieszczono w roztworze trypsyny (0,25%) w temp’Cha 20 min. Po inaktywacji
trypsyny mieszki przeniesiono na ptytki 6-dotkowemorki hodowano w DMEM/Ham’s-
F12 zawieragicym 20% FBS, 10ng/ml EGF, 5ug/ml trojjodotyroningmg/ml insuliny,



0.4mg/ml hydrokortyzonu, 5 pg/ml amfoterycyny B 2ral00 u/ml/100pg/mi
penicyliny/streptomycyny z L-glutamin

Przygotowanie podfa z kolagenu typu IKolagen typu | wypreparowano %ei¢gien
ogonowych miodych szczurow rasy Wistar. Ogony szezpoctto na kawatki i wygto
sciegna. Wyizolowane witdkna przemyto kilkakrotnie vgodejonizowan i umieszczono w
0,1 M roztworze kwasu octowego na okoto 72 godzemp. 8°C. Zanieczyszczenia oraz
nierozpuszczalne egci tkanki odwirowano za pomaavirowki Eppendorf Centriffuge 5804
R, z prdkoscia 10.000 obrotéw/min. w temp. 8°C. Otrzymany roztwdekantowano.

Ocena wzrostu komérek na podio z kolagenu typu |. Piytki 12-dotkowe
pokrywano kolagenem (1ml kolagenu/ dotek). Po zastgiu dotki obsiewano fibroblastami
linii 3T3, komdrkami nabtonka qgherza moczowego (po 1 pasg mezenchymalnymi
komoérkami szpiku kostnego (po 3 pasp oraz komdrkami macierzystymi mieszkow
witosowych (po 5 i wyszych pasech). Liczba komorek wysiewanych na jeden dotela byt
stata i wynosita 25 x Tokomoérek. Hodowle prowadzono przez 7 dni, mediunienino co
2 dzier. Po 7 dniach hodowliywotnas¢ komorek oceniono przyzyciu testu MTT (Sigma,
Niemcy). Po usumciu medium komorki przemyto roztworem PBS, a gasie dodano
roztwor MTT (0.5mg MTT/1ml PBS). Komorki inkubowar3 godz. w temp. 37°C. Po
okresie inkubacji usugio roztwor MTT, powstate krysztaly formazanu rozzgemono w
DMSO. Absorbangj odczytano w spektrofotometrze przy dhégofali 570nm. Dla kadego
typu komorek déwiadczenie powtarzano 3-krotnie. Fice medzy srednimi liczbami

komorek rosacymi na badanych podtach poréwnano testem t-Studenta.

WYNIKI

Pocatkowa liczba komorek we wszystkich grupach WynosHS,Oxlé/do’fek.
Fibroblasty 3T3 proliferowaly na obu podaxrh bardzo intensywnie. Liczba fibroblastow
rosmcych na rusztowaniu kolagenowym byta prawie 3 raksza, w poréwnaniu do liczby
komorek rosacych na poditgu polipropylenowym. Po 7 dniach hodowli zaobserwoava

106,5+£23,4 x 10i 310,7+60,7 x 10fibroblastéw 3T3, rosieych na podigach odpowiednio
z polistyrenu i kolagenu (p<0,05; ryc.1 i 2).

Komorki nabtonka pcherza moczowego szczura, barwitye sprzeciwciatami
przeciwko cytokeratynom o szerokim spektrum (cldmeF) oraz przeciw cytokeratynie 7

(wynikow nie przedstawiono). Komérki nabtonkecherza moczowego proliferowaty wolno.



Po 7 dniach hodowli wykazano odpowiednio 40,0+4,20%i 4,5+1,8 x 18, rosmcych na
podtazach odpowiednio z polistyrenu i kolagenu (p<0,9%;3 i.4).

Nie obserwowano tdic w proliferacji mesenchymalnych komorek macistggh
szpiku kostnego. Po 7 dniach hodowli zaobserwowk®)5+19,7 x ﬁ)i 114,1+33,2 X 1?)
macierzystych komorek mesenchymalnych szpiku kgstnerosmcych na podigach
odpowiednio z polistyrenu i kolagenu (p=0,4; rycd.

Komorki mieszkow witosowych wykazywaty ekspresinarkeréw nabtonkowych
(clone MMF). Hodowle komorek mieszkéw wiosowych aglwaty ekspregjbiatek CD34 i
p63 nawet po 40 pasa (wynikOw nie przedstawiono). Komorki te prolifevaty bardzo
szybko. Po 7 dniach hodowli wykazano odpowiedni@,3933,3 x 16 i 167,4+24,9 x 1d
komorek rosacych na podigach odpowiednio z polistyrenu i kolagenu (p<0,§5; i7 i 8).

DYSKUSJA

Nie udowodniono do tej pory, ktére matrycezglte do hodowania i przeszczepiania
komoérek najlepiej nadawatybyesilo odtworzenidgciany ggcherza moczowego. Kolagen jest
kluczowym sktadnikiem rusztowiauzywanych w urologii rekonstrukcyjnej. Ksenogeniczne
bezkomorkowe matryce pochage ze sciany jelita cienkiego (SIS - Small Intestine
Submucosa) lub ggherza moczowego (BAM — Bladder Acellular Matrixawaerapce
kolageny typdéw I, Il i IV, znalazly zastosowanie @hirurgii rekonstrukcyjnej [12,13].
Doswiadczeniain vivo, jak i pierwszy eksperyment kliniczny nie faworyzujadnego z
podiazy (rusztowa) stosowanych do wzrostu i przeszczepiania komoOEksperymenty
prowadzi st dwutorowo i dotyca one sztucznych biodegradowalnych polimeréw
wzbogaconych kolagenem, jak i matryc uzyskiwanychazierzy zewstrzkomaorkowej (SIS
i BAM). Komorki nabtonkowe i ztbowe rosa na matrycach zbudowanych geinskiego
kolagenu typu | [1, 2, 14-16]. Matryca zdgkiego kolagenu wspomaga proces tworzenia
naczyi krwionasnych [17].

Obserwowany staby wzrost komérek urothelialnychmatrycy kolagenowej, weat
sie maze z brakiem warstwy agwczej, ktora jest rutynowo stosowana w przypadaddwli
komorek nabtonkowych. Autorzy pracy nie stosowadirstwy oadywczej komorek z tego
wzgledu, &z wptywa ona negatywnie na zmiany zachgazw DNA hodowanychatmetod
komorek urotelialnych. W badaniach vitro udowodniono,ze komorki zachowuj fenotyp
komoérek urotelialnych wkaie na materiatach biogennych, zawigegch kolagen. Matryca

zawierajca kolagen wszyta dciare pecherza, ulegan vivo pokryciu nabtonkiem gherza



moczowego. Z drugiej strony w obserwacjach diugoteowych wykazano,zi nie obsiana
przed wszczepieniem komdrkami matryca kolagenowzemtega w organizmie gospodarza
kalcyfikacji i widknieniu. W przypadkach tych stwiiza s¢ brak wiokien mg¢sniowych oraz
zmniejszon objetos¢ pecherza po rekonstrukcii.

Sq to wszystko negatywne zmiany, ktore unietiveiaja prawidtows rekonstrukai
sciany gcherza moczowego [18, 19]. Zrekonstruowana przy quynmmatrycy zawieragej
kolagen (SIS)sciana gcherza moczowego szczura, wykazywatla prawidtowe stmgr
komorek jedynie woéwczas, gdy weneej wyhodowano komaorki macierzyste na matrycy, nie
zas w przypadku, gdy do rekonstrukcjizyio matrycy bezkomorkowej [7, 20]. Dlatego
wydaje s¢, iz komorki odgrywaj zasadnicz role w metodach rekonstrukcji tkanek i
narzadow. Badanie wzrostu komorek zZigych linii i typow na matrycachn vitro, daje
moaozliwos¢ wskepnej oceny tych matryc i umliwia przewidywanie zachowaniagskomorek
w warunkachn vivo po przeszczepieniu ich na badanej matrycy [21].

W przedstawionym badaniu wykazangs,nnatryca z kolagenu typu | hamuje wzrost
komorek nabtonkowych ggherza moczowego i mieszkow witosowych, a nasilaosizr
fibroblastéw przy braku wptywu na proliferadgomorek mezenchymalnych szpiku kostnego.
Analizujac otrzymane wyniki mzna przypuszcza iz zaréwno komoérki macierzyste
mieszkow witosowych, jak i mezenchymalne szpiku leatte na rusztowaniu zawiegaym
kolagen typu I, mogpotencjalnie zostauzyte do rekonstrukcgciany gcherza moczowego.

Prawdopodobnie matryca z kolagenu | wptywa rownmea r&nicowanie komaérek
nabtonkowych, przy prawdopodobnym braku wptywu éaicowanie komérek pochodzenia
mezenchymalnego. Hipotezte nalezatloby potwierdzi w innych badaniach. Hodowla
komorek urotelialnych bez warstwy oavczej charakteryzuje siwolna proliferacp (ryc.3 i
4), a komorki nabtonkowe hodowaime vitro z uzyciem substancji mitogennych i warstwy
odzywczej, trag swoj pierwotny prawidtowy fenotyp. Fenotyp ten za@osté przywrocony
po zaprzestaniuaywaniasrodkdw mitogennych, co z kolei powoduje zwolniepreliferaciji
[22, 23].

Wykazano po raz pierwszy;e komorki macierzyste mieszkdw witosowyckdfp
prawdopodobnie lepiej nadawatye silo celow rekonstrukcyjnych w urologii mkomorki
nabtonka pcherza moczowego, ktére w przypadku pozbawieniavicthodowli silnych
czynnikbw mitogennych proliferaj bardzo wolno. Komorki macierzyste mieszkow
wilosowych proliferuy szybko, zaréwno na podio z polipropylenu jak i na rusztowaniu
kolagenowym, mimo braku silnych i gto kancerogennych mitogenéw (ryc. 5-8). Wydaje

sie rowniez, iz hodowle komérek macierzystych mieszkéw witosowyehobu testowanych



podiazach nie wymagaj stosowania warstw agwczych. Komorki zrénicowane
zastosowano do regeneracji ludzkiegoherza moczowego, chogiavydaje s¢, iz map one
ograniczone madiwosci stosowania. Komoérek urotelialnych nie ima stosowa w
przypadku wielu choréb wymagajych rekonstrukcji gcherza moczowego [11].

Zupetnie inaczej przedstawdajsic mozliwosci regeneracji z ayciem komorek
macierzystych. Ludzkie macierzyste komoérki embrioea nasilag migracg komorek
migsniowych i nabtonkowych ¢cherza moczowegon vitro. Komorki macierzyste mag
mie¢ korzystny wplyw na regeneracgciany pgcherza moczowego [7, 9]. W pracy tej
przedstawiono podobne wyniki, dotyce proliferacji komorek macierzystych na
rusztowaniu zbudowanym z kolagenu typu I. Rekoksjeunabtonka przy pomocy komérek
macierzystych mieszkow witosowych oraz warstwysmiowej z komoérek mezenchymalnych
szpiku kostnego pozwolitaby uni&é uzywania komorek zrinicowanych, ktérych liczba do
rekonstrukcji gcherza moczowego jest ¢sto zbyt mata. Z kolei wiadomaze liczba
komorek macierzystychzyta do regeneracji tkanek nie music¢btak wielka, poniewa
regeneracja z udziatem komorek macierzystych odbypiawielotorowo. Komorki te
stanowi mag wszczepu oraz nasitaprocesy regeneracji, a tak mobilizup inne komorki

gospodarza poprzez prawdopodobnie wptyw na ichj¢aksniejsce gojenia [2, 7, 9, 24, 25].

WNIOSKI

1. Rusztowanie zbudowane z kolagenu typu | warwnkujawidtows proliferacg
komorek macierzystych szpiku kostnego i mieszkdasatvych.

2. Komorki macierzyste szpiku kostnego i mieszkdlwsewych rosace na matrycy
zawierajcej kolagen typu I, potencjalnie mpgost& wykorzystane do rekonstrukgjciany

pecherza moczowego.
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cell number 0 Control

3
X107 400 - Hl Collagen

300 +

200 +

100 -

days of culture

Ryc.1. Po 7 dniach hodowli zaobserwowano 106,5i2>8,4l03 I 310,7+60,7 X l%)
fibroblastéw 3T3 rosatych na podieu odpowiednio z polistyrenu i kolagenu (p<0,05).

Pocatkowa liczba komérek wynosita 25,0 x310
Fig.1.There were 106.5+£23.4 x 1and 310.7+60.7 x 10of 3T3 fibroblasts growing on

polystyrene and collagen, respectively (p<0.05k ifitial cell number was 25.0 x 310
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Ryc. 2. Fibroblasty proliferage na podtou z polistyrenu (A, kontrola, dzien, pow.150x)

oraz na podtzu z kolagenu (B, dzien, pow.150x, mikroskop odwrécony)
Fig. 2. Fibroblasts proliferated on polistyren (égntrol, the ¥ day, mag.150x) and on

collagen (B, the th day, mag. 150x, inverted microscope)
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cell number 400 O Control
x 10°
Bl Collagen
300 -
200 -
100 -
o [ =

0 7

days of culture

Ryc. 3. Po 7 dniach hodowli zaobserwowano 40,01>¢1,:EO3 I 4,5£1,8 X 10 komérek
urothelialnych rosicych na podiou odpowiednio z polistyrenu i kolagenu (p<0,01).

Pocatkowa liczba komérek wynosita 25,0 x°10

Fig. 3. There were 40.0+4.2 x 1and 4.5+1.8 x 10urothelial cells growing on polystyrene

and collagen, respectively after 7 days of cul(pred.01). The initial cell number was 25.0 x

10°
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Ryc. 4. Komorki nabtonkageherza moczowego proliferge na poditéu z polistyrenu (A,
kontrola, 7dziea, pow.150x) oraz na podta z kolagenu (B, dziea, pow.150x, mikroskop

odwrdcony)
Fig. 4. Urothelial cells proliferated slowly andddnot form monolayers on polistyren (A,

control, the ¥ day, mag.150x) nor on collagen (B, thth ®Hay, mag. 150x, inverted

microscope).
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days of culture

Ryc. 5. Po 7 dniach hodowli zaobserwowano 118,57_+1>9,103 I 114,1+33,2 X 1%)
macierzystych komorek mesenchymalnych szpiku kgstneosacych na podiou
odpowiednio z polistyrenu i kolagenu (NS). Pgkpwa liczba komérek wynosita 25,0 x310

Fig. 5. There were 118.5+19.7 x “1and 114,1+£33.2 x £0of mesenchymal stem cells

growing on polystyrene and collagen, respectivél$). The initial cell number was 25.0 x

10°
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Ryc. 6. Mesenchymalne komorki macierzyste szpikstrikgo proliferowaty bardzo szybko
na podtau z polistyrenu (A, kontrola, @zien, pow.150x) oraz na podta z kolagenu (B, 7
dzien, pow.150x, mikroskop odwrdcony)

Fig. 6. Mesenchymal stem cells proliferated verickly on polistyren (A, control, thetl

day, mag.150x) and on collagen as well (B, teday, mag. 150x, inverted microscope)
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300 ~

200 ~

100 ~
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days of culture

Fig. 7. Po 7 dniach hodowli zaobserwowano 292,5136103 I 167,4+24,9 x 1?) komorek

macierzystych mieszkow witosowych rasgch na podieu odpowiednio z polistyrenu i

kolagenu (p<0,05). Pogtkowa liczba komérek wynosita 25,0 x’10

Fig. 7. There were 292.5+33.3 x31@nd 167.4+24.9 x fOof hair follicles epithelial cells
growing on polystyrene and collagen, respectivpk0(05). The initial cell number was 25.0

x 10
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Ryc. 8. Komorki macierzyste mieszkow wiosowych feoujace na podiou z polistyrenu
(A, kontrola, 7 dzieh, pow.150x) oraz na podta z kolagenu (B, 7dzien, pow.150x,
mikroskop odwrécony)

Ryc. 8. Hair follicles epithelial cells proliferatevery quickly on polistyren (A, control, the

7th day, mag.150x) and on collagen as well (B, tfeday, mag. 150x, inverted microscope)
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